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論 文 内 容 要 旨
細胞の癌化は遺伝子上の何らかの変異により引き起 こされる。このことは,DNAに 障害を与
える化学物質や放射線により癌化が起 こること,癌 化 した細胞の形質 は細胞分裂後 も維持 され る
こと,癌 細胞で染色体異常が見い出されるζと,あ る種の癌は遺伝すること等から類推 されて き
た。癌関連遺伝子 としては,細 胞のトランスフォーメーションを誘発す る優性な トランスフォ.一
ミング遺伝子と,そ の遺伝子が欠失あるいは不活性化することにより細胞を癌化 させる癌抑制遺
伝子が考えられる。NIH3T3細 胞を用いたDNAト ランスフェクション法は前者 を検出す るため
に有効な方法である。
本研究 の前半では,化 学発癌剤で誘発 されたラットの線維肉腫及 びヒト大腸癌患者組織の
DNAに より誘発 されたNIH3T3細 胞の トランスフォーマントで活性化 してい る遺伝子の解析を
行った(第2章 ～第4章)。
後半では,こ のような トランスフェクションの系 により検出 された癌遺伝子,観 及びret一皿
のproto-typeで あるrθりroto-oncogene(proto-rθ の の生理的機能を調べる手掛か りと して,
mRNAの 発現パ ター ンをラット各種組織で検討 した。またcDNAク ローニ ングによ り皿RNA
の構造を解析 した(第5章,第6章)。
第2章 では,強 い変異原物質である1,8-dinitropyreneを 皮下注射す ることにより生 じた線維 .
肉腫におけるc-Ki一ハαsの活性化を検討 した。7例 の腫瘍のうち1例 のDNAに より誘発された ト
ランスフォーマ ントが活性化c-Ki-rαsを 含むことがサザンプロット解析の結果わかっていたの
で,こ の一次 トランスフォーマントよりラット由来のc-Ki-rαs配列を遺伝子 クローニングし部分
構造を決定 した。ラットのc-Ki-rα8の エクソン1,2の 塩基配列 は,ヒ トの遺伝子の対応する配
列と9箇 所で異なっていた。アミノ酸 レベルではコドン12が ヒト正常c-Ki-rαs2で はグリシンを
コー ドするGGTで あるのに対 し,こ のラット活性化c-Ki-rαsで はシステインをコー ドす るTGT
であるのが唯一の違いであった。コ ドン12は正常 ラットではGGTで あることが判明 し,Gか ら
Tへ の点突然変異によりc-Ki一ハα3が活性化 していると推測された。7例 の線維肉腫 のDNA中 に
このような変異があるかどうかをオリゴヌクレオチ ドハイブリダイゼーションにより検討 した結
果,ラ ット活性化c-Ki-rα8を 含む トランスフォーマ ントを誘発 した腫瘍DNAに のみ変異が検出
された。
大腸癌患者の癌部及び非癌部のDNAに ついてもトラ.ンスフェクションにより癌遺伝子の分離 ・
同定を試みた。得 られた トランスフォーマントのうちrα8以外の癌遺伝子を含むと考え られるも
のにっいてさら1ζ解析を進めた(第3章,第4章)。 その結果,2人 の患者の癌組織DNAに より
誘発された2っ の トランスフォーマント,2C-1及 びSICで はそれぞれc-r41,prgto-r鉱 が活性
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化 して お り,ま た別 の患者 の非 癌 部 粘 膜DNAに よ り誘発 され た トラ ン ス フ ォ ー マ ン ト7N-1で も
師 α弄1が 活性 化 して いた 。c-rげ は セ リン ・ス レオ ニ ン特 異 的 プ ロ テイ ンキ ナ ー ゼを コー ドす る
proto-oncogeneで あ り,一 方proto-r砿 は チ ロ シ ン特 異 的 プ ロテ イ ンキ ナ7ゼ を コー ドす る と考
え られ て い る。 これ らの活性 化 の メカ ニ ズ ムを明 らか に す るた め に,コ ス ミ ドベ ク ター を用 い て
遺 伝 子 ク ロ ー ニ ング を行 い遺 伝 子 構 造 の変 化 を調 べ た。 更 にcDNAク ロ ー ニ ン グ に よ り転 写 産
物 の 構 造 を解 明 した。 第3章 で は活 性 化c一πザ にっ い て解 析 した 。 ヒ ト正 常c一πザー1は17コ の エ
ク ソ ンを もっ が,一 次 トラ ンス フ ォー マ ン ト7N4に お け る活 性 化c-rαみ1で は エ ク ソ ン7と8の
間 の イ ン トロ ン にお け る遺 伝 子 再 配 列 に よ り,5'側 半 分 が 他 の配 列 と置 換 さ れ て い た 。 この イ
ン トロ ンの再 配 列 点 近 傍 のDNA配 列 を解 析 した と ころ,特 異 な二 次 構造 が形 成 され る 可 能 性 が
示唆された。再配列点近傍のPNA断 片をプローブとしてサザンプロット解析を行 った舞果,別
の トランスフォーマント2C-1の 活性化c一耐 一1も,エ クソン7と8の 間のイントロンにおいて遺
伝子再配列を起 こしていることが明 らかになった。しかし,こ のような遺伝子変化はトランスフェ
クションに用いた組織DNA中 には検出されず,2C-1,7N-1の 活性化c一ハα弄1の 遺伝子再配列 は
トランスフェクションの過程で生 じた ものと考え られる。7N-1のpoly(A)RNAよ りcDNAラ
イブラリーを作製 し活性化c-rα済1mRNAの 塩基配列を決定 した。全長約2.6kbのcDNAの 最
初の568bpは 未知の配列であり,そ れ以降の配列はc一πげ一1のエクソン7か ら17に相当 した。 こ
のことより未知の遺伝子と5'側 を欠失 したc-rげ 一1より融合1nRNAが 転写されていることが判
明 した。c一π瑳1由 来の部分は正常のものと同一のタンパ ク質をコー ドしており,.またこの部分
にはキナーゼ活性の発現に必須なキナーゼ ドメインが含まれていた。この結果より活性化には遺
伝子再配列が重要であると考えられた。 トランスフェクション法によりこれまで検出されている
活性化c-rげ はすべて遺伝子再配列を起 こしているが,5'側 を置換 した配列には共通性が見いだ
されない。2C-1,7N-1に おいても上流側の配列は異なっていた。従って再配列により5'側 の領
域が欠失することがc一πゾの活性化にっながると予想された。
第4章 では結腸癌DNAに より誘発された トランスフォーマント,SICで 活性化 している トラ
ンスフォー ミング遺伝子,rθかHに っいて解析を行った。遺伝子クローニングの結果,rθか1は 未
知の遺伝子にproto-rθ`の3'側 の領域が融合 したものであることが判 明 した。二次 トランス
フォーマント由来のcDNAを 解析 した結果,以 下のことが明 らかになった。1)㍑ 一IImRNA
は,proto-r鉱mRNAの キナーゼ ドメイ ンをコー ドする領域を保持 していること。2)Pro七 〇一
ret由来の部分には変異はないこと。従って活性化のメカニズムは前述のc-rけ の場合 と類似 して
いる。遺伝子再配列はこの場合も トランスフェクションの過程で起 きた と考え られ る。・rθか∬
血RNAは4本 のバ ンドとして検出されるが,そ のうち2本 に相当する2種 類のcDNAが 得 られ
た。これ らはC末 端の配列が異なる2種 のタンパ ク質をコー ドしていた。 これ は第6章 で述べ
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るようにpro七〇一rθ古mRNAの3'側 の差異による。
第6章 で述べるようにproto-r砿 のタンパク産物は,レ セプター型チ ロシンキナーゼであると
推定され,リ ガン ドの結合に関与する細胞外領域,膜 貫通領域(ト ランスメンブレンドメイ ン),
キナーゼ ドメインをその一次構造上にもつ。rθかnの 産物においてはN末 端側にある細胞外領域
及び膜貫通領域が欠失 している。活性化にはキナーゼ活性を制御する領域を失ったことによるキ
ナーゼ活性の上昇 と共に,細 胞内局在の変化や基質の変化 も関与 していると推定 される。活性化
pro七〇一rθ比 してはT細 胞性 リンパ腫DNAの トランスフェクションにより検 出されたrαが先に
報告されている。r就では遺伝子再配列 は膜貫通領域の上流で起 きてお り,ま た上流 に融合 して
いる配列 もrθか■で融合 しているものとは異なっている。従 ってr就,rθ孟一Hが細胞のトランスフォ
ーメーションに果たす役割は異なっていると考え られる。
Proto-r砿 の産物 は新 しいクラスのレセプター型チロシンキナーゼであると考え られ,そ の生
物的役割に興味が持たれ る。第5章 ではラッ ト成体の各種組織及 び受胎産物におけるproto-
re亡mRNAの 発現をヒトprotG-rθ古cDNA断 片をプローブとしてノーザンプロット解析により検
討 した。Proto-rθむの発現は成体組織(脳,脾 臓,胸 腺,骨 髄,肺,小 腸,肝 臓,心 臓,腎 臓,精 巣)
では低 くpoly(A)RNAを 用 いても10日闇露光 して検出できる程度であった。組織間で比較 した
場合,脳,胸 腺,精 巣での発現が高かった。これに対 し受精後9-11日 目の受胎産物(胎 児,胚
体外膜,胎 盤を含む)で は,成 体の胸腺の2G倍以上のmRNAが 発現 されていた。発現 レベルは
12日目以降は成体におけるものと同等になる。以上の結果よりproto-rθ古の産物が,個 体発生の
一時期において受胎産物のある特定の組織で重要な役割を果たしている可能性が示 された。
Proto-r砿mRNAは ヒト細胞株,ラ ット各組織 において共通に4本 のバ ンド(7.0,6.0,4.5,
3.9kb)と して検出される。ヒト各種細胞株 のうちでは神経芽細胞腫で特異的に発現 が高いが,
他の細胞株では殆 ど発現が検出されない。第6章 ではmRNAを 非常に高 く発現 して いる神経芽
細胞腫株Nagaiよ りproto一慨cDNAを クローニングし,そ の構造及びサイズの異なる4本 のバ
ンドとして検出されるmRNAの 生成機構を検討 した。3'側 の構造が異なる4種 類 のcDNAが
得 られた。塩基配列の解析の結果,最 長のcDNA,pN6の 塩基配列は,単 球性 白血病細胞THP-1
由来のproto-re君cDNA配 列として報告のあるものと,遺 伝的多型による数個の塩基置換を除い
て一致した。コー ドされるタンパク質(1114ア ミノ酸)は シグナル配列,膜 貫通領域となりうる
疎水的領域をもち,ま た他のチロシンキナーゼとホモロジーをもっキナーゼ ドメインを膜貫通領
域の下流にもっていることよりレセプター型チロシンキナーゼと考えられた。cDNAク ローンの
うち2種 は1072ア ミノ酸のタンパク質をコー ドした。コー ドされる二っのタンパク質の違いは,
C末 端の配列であり,1072ア ミノ酸のタンパ ク質のC末 端の9ア ミノ酸 は,1114ア ミノ酸のタ ン
パク質では異なる51ア ミノ酸に置換されていた。
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Proto-rθげ ノムの3'側 領域の解析の結果,mRNAが 余分なスプライシングを受 けることに
よって9ア ミノ酸をコー ドする領域が,51ア ミノ酸をコー ドする領域と置換されていることが判
明 した。またノーザンプロットで検出される4本 のバ ンドは少な くとも5種 のmRNAを 含んで
お り,そ れらの違 いは3'末 端領域におけるポリA鎖 付加位置,及 びスプライシングパターンの
違いにより生 じると推定された。
本研究により3種 の異なるトランスフォー ミング遺伝子が導入されたNIH3T3細 胞の トランス
フォーマントが得 られた。これらの細胞は トランスフォーメーションに伴 う細胞機能の変化を解
析 したり,ト ランスフォーメーションの阻害剤を検出するために有用である。Pro七〇一rε`にっい
ては,1nRNAの 発現 レベルが高い神経芽細胞腫において,ど のよ うな生理機能を果 たしている
のかについて現在検討を行 っている。
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審 査 結 果 の 要 旨
癌化は細胞遺伝子の変異により誘発されるが,最 近,そ れに密接に関連する遺伝子 として癌遺
伝子が注目されている。本研究では前半で化学発癌剤誘発 ラット線維肉腫およびヒト大腸癌組織
のDNAで 変異 した細胞において活性化 している遺伝子が解析され,後 半ではその結果検出され
た癌遺伝子の前駆型遺伝子の生理機能を調べる手掛か りとして,対 応するmRNAの 発現パ ター ・
ン並びにその構造を解明 している。
まず,ラ ット線維肉腫で活性化 しているひKi-rα8遺伝子の配列を決定 し,そ の一部が対応する
ヒト癌遺伝子とは異なることを証明 し,ま た,こ の遺伝子が活性化 しているのはこの癌遺伝子 の
移入により癌化 した細胞のみであることを明 らかにした(第2章)。 さらに ヒト大腸癌にっいて
約30例 の患者より得た検体を用いて,大 腸癌において活性化されている2つ の癌遺伝子(c-raf,
proto-re七)を 同定 し,そ れ らの塩基配列を決定 した(第3章)。 また,こ れ ら癌遺伝子 の産物に
っいても検討 し,そ の機能や発現部位を明 らかに した(第4～6章)。 特にproto-ret遺 伝子の
mRNAは 正常組織では発現 は低いが,受 精後初期での胎児には20～50倍 もの高い発現があるこ
とを見いだした点,発 生 と癌遺伝子発現との関連を考える上 で興味ある知見である。 また,raf
及 びret遺 伝子の発現にはこれらの支配するタンパ ク質の酵素活性制御 ドメインの欠失が重要で
あることを明 らかにした ことも興味が持たれる。
以上の研究は新しい癌遺伝子の構造 とその発現機構並びに発現調節機構を明らかにするなど極
めて重要な知見を提供 してお り,博 士論文に値す るものと判定する。
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